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研究成果の概要（和文）：ショートリードシーケンサー結果を元にした遺伝子コピー数変異 (CNV) 予測手法（2
種の予測プログラム）を、これまで研究室で収集してきた難聴検体に対し実行した。CNV変化の確認にはMLPA法
またはTaqManプローブを用いた定量的PCRによるアッセイを用い、複数難聴遺伝子のCNV全5種類を検出し、今ま
で原因不明だった難聴検体の原因判定につなげることに成功した。

研究成果の概要（英文）：Two prediction programs for copy number variation (CNV) based on short-read 
sequencing results were run on hearing loss samples collected in the laboratory, using either the 
MLPA method or quantitative PCR assays with TaqMan probes to confirm CNV changes. Five types of CNVs
 were detected, leading to the determination of the cause of hearing loss in specimens with 
previously unidentified hearing loss.

研究分野： 耳鼻咽喉科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
遺伝性難聴の原因の一部に、ゲノム領域の大きな欠失・重複であるCopy Number
Variant (CNV）が関与している。しかし、CNVは現行の各種検査・解析手法では検出が困難であった。本研究で
は、新たな遺伝子解析技術であるロングリードシーケンサーによるCNV同定、簡便なCNV検出法の構築を可能にし
た。本研究によって構築されるCNV検出法は、難聴の遺伝子診断率の向上と、より効果的な医学的介入につなが
るものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



I 研究開始当初の背景 

遺伝性難聴の原因の一部に、ゲノム領域の大きな欠失・重複である Copy Number 

Variant (CNV）が関与している。特に軽～中等度の小児難聴の約 30％の原因である

STRC 遺伝子では、90％以上の症例で CNV が難聴の原因である。しかし、CNV は現

行の single nucleotide variant (SNV) 検出を主目的として構築された各種検査・解析

手法とは異なる検出方法が必要となる。 

網羅的難聴遺伝子解析に用いられる Illumina社製ショートリードシーケンサーは通

常 exon 領域を解析対象にしているため、CNV 領域内の exon の read depth が他領域

に対して増減することで理論的には CNV の検出は可能であり、複数の CNV 予測プロ

グラムも発表されている。しかし実際には、検体間の解析結果のばらつきを起因として、

それらプログラムの予測精度に問題があることも知られていた。 

もう一つの手法としては、新たな遺伝子解析技術であるロングリードシーケンサー

による CNV 同定法が挙げられた。本法は費用やシーケンス配列信頼性の低さといった

問題がある一方で、ゲノム配列を長鎖にわたり取得することから CNV の両端を厳密に

決定できる可能性が高いと考えられた。 

 

II 研究の目的 

本研究では、簡便かつ精度が高い CNV 検出法を検出すること、および CNV と従来

の SNV・ショート indel バリアントを含めた綿密な genotype-phenotype 関連解析に基

づくバリアントの病的意義の解釈を目的とする。 

 

III 研究の方法 

Illumina 社製ショートリードシーケンサー結果を元にした遺伝子コピー数変異 

(CNV) 予 測 手 法 と し て は 、 2 種 の 予 測 プ ロ グ ラ ム panelcn.MOPS 

(https://github.com/bioinf-jku/panelcn.mops) お よ び DECoN 

(https://github.com/RahmanTeam/)によるコピー数の増減予測を統合したものを用い

た。さらに、この CNV 予測手法を改良し Graphical User Interface に対応させ、解析

実施者に対する負担を軽減させた。また、CNV が実際に検出された検体とされなかっ

た検体の 2 群に分け、各検体のリード率、ベイズファクター、エクソン数のデータにフ

ィッシャーの線形判別式を適用することにより判定精度を上げた。結果の検証には

TaqMan- PCR および MLPA 法を用いた。家族検体を用いた遺伝形式の検証も実施し

た。各種公的データベース(gnomAD, DGV, dbVar, DECIPHER, ClinVar など)に登録

されている病的バリアントとの比較および一般集団における頻度も検討した。 

ロングリードシーケンサーによる CNV 同定には Nanopore 社 MK1C を用いた。ゲ

ノム配列取得後、参照配列 GRCh38 へのマッピングプログラム 3 種類（Minimap2, 

NGMLR, HS-BlastN）、構造変異候補検出プログラム 3 種類（SVIM, Sniffles, Nanovar）



の組み合わせにより候補 CNV の検出を試みた。解析対象には、難聴遺伝子に大欠失が

すでに同定されている（CNV 両端は未同定）難聴検体を用いた。 

 

IV 研究の成果 

 

Illumina 社製ショートリードシーケンサー結果を元にした遺伝子コピー数変異 

(CNV) 予測手法を、これまで研究室で収集してきた 339 例の難聴検体および新規の原

因不明難聴者 335 検体に対し実行した。CNV 変化の確認には MLPA 法または TaqMan

プローブを用いた定量的 PCR によるアッセイをもちい、STRC, PCDH15,SOX10, 

SLC26A4 MYO15A など複数難聴遺伝子の CNV 全 5 種類を計 5 検体で検出し、さら

に家系解析を実施し、今まで原因不明だった難聴検体の原因判定につなげることに成功

した。 

Nanopore 社製ロングリードシーケンサーを用いた CNV 解析については、CNV 検

出自体は、どのプログラムの組み合わせを用いた場合でも成功した。しかしシーケンス

配列の信頼性の低さを主たる原因として、現在までに遺伝子大欠失の末端位置同定には

至っていない。今後はシーケンス配列信頼性が大幅に改善された新バージョンのフロー

セル、改良された解析プログラムを検討し、難聴遺伝子の CNV 末端位置の決定、リピ

ート領域でのリピート数多様性および変異の検出法の開発を目指していきたいと考え

ている。 

以上、研究期間全体を通じて、ショートリードシーケンサー結果を利用した CNV 予

測プログラムの構築に成功した。実際の難聴検体を用いた有効性の検討が進み、遺伝性

難聴における genotype- phenotype 関連解析の知見が蓄積された。 
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